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摘要 : 为 了 明确 烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta GEA aq 亚 基 (HassGaq) 在 雄性 触角 中 的 定位 ,进而 探索 该 亚 基 在 烟 夜 蛾 
自觉 信号 传导 过 程 中 的 作用 , 本 实验 首先 以 原核 表达 的 HassGoq 蛋白 作为 抗原 免疫 Balb/c 小 鼠 ,制备 了 抗 血清 。 
SDS-PAGE 分 离 雄 性 烟 夜 蛾 触角 匀 浆 上 清 液 后 , Western blot 检测 结果 表明 ,所 制备 的 抗 血 清 可 识别 HassGaq 蛋白 , 同 
时 也 与 非 目 的 蛋白 发 生 反应 ,说 明 在 雄性 烟 夜 蛾 触角 中 HassGag 基因 可 能 有 多 个 转录 本 ,或 者 可 能 有 多 种 G 蛋白 a 
亚 基 表达 。 此 外 ,商品 化 的 anti-Gwis 抗 血清 可 特异 地 识别 HassGaq 蛋白 。 因 此 ,利用 anti-Gyui。 抗 血清 和 人 免疫 组 化 方 
法 对 HassGaq 蛋白 在 雄性 烟 夜 蛾 触角 中 进行 定位 , 结果 显示 HassGaq 在 雄性 烟 夜 蛾 触角 毛 形 感 器 和 锥 形 感 器 的 基 
部 以 及 感 器 腔 中 皆 有 表达 。 据 此 推测 HassGaq 可 能 参与 烟 夜 蛾 的 嗅觉 信号 传导 。 

关键 词 : 烟 夜 蛾 ，G 蛋白 aq EAE: 抗 血 清 ; 免疫 定位 ; 嗅觉 信号 传导 
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Preparation of the antiserum to HassGoq of Helicoverpa assulta 
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(Lepidoptera: Noctuidae) and its immunolocalization in the antenna 

QIAO Qi» LI Hai-Chao» YUAN Guo-Hui' ; GUO Xian-Ru, LUO Mei-Hao (College of Plant Protection: 
Henan Agricultural University; Zhengzhou 450002, China) 

Abstract: The objective of this study is to localize G protein aq subunit of Helicoverpa assulta ( HassGaq? in 
the male antennae for the further research about the role of HassGaq in olfactory signal transduction in H. 
assulta. Balb/c mice were immunized with HassGaq protein expressed in prokaryotic cells to produce 
antiserum. The prepared antiserum and the purchased anti-G,;;, antiserum were used in Western blot after 
male antennal homogenate of Helicoverpa assulta was separated by SDS-PAGE. The results indicated that the 
prepared antiserum could react with HassGaq; and also the non-target proteins; suggesting that several 
transcripts of HassGaq or other G protein a subunits may be expressed in male antennae. In addition: anti- 
Goa antiserum could detect HassGaq with high specificity. Accordingly; the expression sites of HassGaq in 
adult male antennae were examined by immunocytochemical method using anti-Gq/11o antiserum. The results 
revealed that HassGaq was associated with trichodic sensilla and basiconic sensilla as immunolabelling were 
typically observed inside and at the base of the two kinds of sensilla. It is so inferred that HassGoq may be 
involved in olfactory signal transduction in H. assulta . 

Key words: Helicoverpa assultas G protein aq subunit: antiserum:  immunolocalization: olfactory signal 
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在 所 有 的 高 等 真 核 生 物 中 , G 蛋白 在 多 种 行为 ” 基 , 其 中 a 亚 基 具有 参与 受 体 和 下 游 效 应 分 子 的 特 
的 信号 传导 途径 中 发 挥 重 要 作用 (Jacquin-Joly et 异 识别 功能 (Jacquin-Joly et al.» 2002: Knight and 
al.» 20022. G 蛋白 由 3 种 亚 基 组 成 , 即 o, B 和 7Yy 亚 ”Grigliatti，2004)。 嗅 觉 在 昆虫 的 整个 生活 史 中 具 有 
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重要 作用 , 如 对 寄主 的 选择 、 产 卵 场所 的 识别 等 anti-G,, 区 抗 血 清和 免疫 组 化 方法 , 对 烟 夜 蛾 HassGoq 
(Smith; 2007; Wanner et al.» 2007: Gardiner et al .; 蛋白 在 雄性 触角 中 进行 定位 ,期望 为 烟 夜 蛾 气味 识 
2008)。 昆 虫 嗅觉 识别 初始 过 程 的 分 子 机 制 是 ,气味 ” 别 信 号 传导 过 程 的 探 明 , 以 及 通过 控制 雄性 烟 夜 蛾 
分 子 通过 触角 等 嗅觉 器 官 上 的 嗅觉 感 器 表皮 孔 进入 的 气味 识别 来 有 效 控制 害虫 提供 一 些 实验 依据 。 
感 器 后 ,刺激 位 于 嗅觉 神经 元 树 突 膜 上 的 气味 受 体 

(Pitts et al., 2004; Rützler and Zwiebel, 2005; Hallem 1 材 料 | 和 方法 

et al.» 20060, 而 关于 活化 的 气味 受 体 是 否 激活 G 

蛋白 进而 促使 嗅觉 信号 传导 存在 不 一 致 的 观点 。 哺 1.1 材料 

乳 动物 的 气味 受 体 结构 中 含有 7 个 跨 膜 区 , 且 与 G 111 供 试 昆虫 : 烟 夜 蛾 采 自 河南 农业 大 学 试验 
蛋白 相 偶 联 (Belluscio et al.，1998; Ebrahimi and ” 田 , 在 室内 用 人 工 饲料 饲养 , 具体 参照 刘晓光 等 


Chess，1998 ) 。 
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由 于 昆虫 的 气味 受 体 也 含有 7 个 跨 
所 以 昆虫 气味 受 体 被 普 壳 认为 也 与 G E 
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为 了 探索 昆虫 的 嗅 
的 参与 , 我 们 以 重要 农业 害虫 烟 
assulta 为 材料 ,利用 RT-PCR 方法 已 从 
FE 基 基 因 ( 和 暂 命名 为 HassGag)， 
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验 结果 表明 ， Goq Œ 在 甘蓝 夜 蛾 























奥 觉 功能 的 毛 形 感 费 中 表达 ， 

















经 元 中 表达 , Gaq 可 能 参与 甘 
信息 素 的 识别 过 程 (Jacquin-Joly et al.， 
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将 该 基因 的 完整 开放 阅读 框 
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匡 架 与 pGEX-4T-2 融合 表 

















中 进行 了 表达 (Qiao 


et ol .,2008)。 在 此 基础 上 ,本 研究 以 HassGag 基因 


原核 表达 纯化 产物 为 抗原 免疫 小 鼠 ,制备 了 抗 ! 
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1.1.2 主要 试剂 及 试剂 盒 
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1 清 购 





: anti-Gyi, 抗 1 








Chemicon 公司 ; 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 羊 抗 鼠 IgG 





购 自 
记 的 羊 抗 兔 IeG 购 
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北京 博 奥 森 生物 技术 公司 , 辣 根 过 氧化 物 酶 标 
Solarbio 公司 ; 弗 氏 完全 佐 剂 
和 不 完全 佐 剂 为 Sigma 公司 产品 ; 
perosidase) 法 免疫 组 化 试剂 











SP( streptavidin- 
盒 购 自 Zymed 公司 。 本 





研究 使 用 的 其 他 试剂 均 为 分 析 纯 。 


1.2 方法 





1.2.1 HassGaq 和 蛋 
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的 制备 和 效 价 测定 





Li 





HassGaq 基因 的 原核 融合 表达 以 及 原核 表达 产物 的 


SDS-PAGE 纯化 分 析 按 照 Qiao 等 (2008) 方 法 步骤 进 
fT. SDS-PAGE 结束 后 , 将 凝 胶 用 预 冷 
KCl 浸泡 5 min. 切 下 大 小 约 为 66 kDCHassGaq 和 蛋 


























的 0.25 mol/L 
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的 预测 分 子 量 为 41.5 kD, GST 标签 的 分 子 量 为 26 
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目的 条 带 ,按照 常规 方法 免疫 Balb/e ^ BR m 
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备 抗 血清 , 并 对 血清 
1.2.2 Pil 
成 虫 触角 
ACIO mmol/L Tris-HCl 2 












































进行 效 价 检测 。 
1 清 的 特异 性 
放 入 1.5 mL 离心 








检测 : HX 30 对 雄性 烟 夜 蛾 
管 中 , 加 入 150 uL buffer 


mmol/L B-Fit LHF, 1 mmol/L 





























EDTA, pH 7.5), 在 冰 浴 条 件 下 研磨 ,制备 勺 浆液 , 2E 
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后 进行 SDS-PAGE。 电 泳 结束 后 ,按照 萨 姆 布 





fy J 等 





Western blot 分 析 过 程 中 
Chemicon 公司 的 anti-G,, $i 
根据 1.2.1 效 价 分 析 结 果 , 本 实验 制备 的 抗 ] 
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,所 使 用 的 一 抗 分 别 为 1.2.1 





























anti-Gyiia 抗 血清 使 用 说 明 
与 本 实验 制备 的 护 
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氧化 物 酶 标记 的 羊 抗 


的 羊 抗 兔 IgG。 





1.2.3  HassGaq 在 触角 表达 的 免疫 组 化 分 析 : HX 
夜 蛾 成 虫 触 角 , 迅速 用 4% 多 聚 
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甲醛 固定 , 24 h 后 , 用 梯度 乙醇 (70%-80%-90%- 
100%) 进 行 脱水 , 而 后 包 埋 在 石蜡 中 , 进行 纵向 切 
片 ,切片 厚度 4 pmo AJH anti-Gwis 抗 血清 (一 抗 ) 和 
SP 法 免疫 组 化 试剂 盒 并 按照 使 用 说 明 进 行 免疫 组 
化 操作 ,用 PBS 缓冲 液 代 奉 一 抗 进行 同样 操作 作为 
阴性 对 照 。 














2 结果 与 分 析 


2.1 烟 夜 蛾 HassGaq 蛋白 抗 血 清 的 制备 和 
Western blot 分 析 

加 强 免 疫 小 鼠 两 周 后 , 尾 静脉 微量 采血 测定 结 
果 显 示 抗 血清 有 较 高 效 价 , 于 是 进行 眼球 大 量 放血 ， 
分 离 血 清 , 倍 比 稀释 , 间接 ELISA 法 测定 效 价 , 结果 
表明 所 制备 的 抗 血清 的 效 价 为 1: 204 800。 此 外 ,将 
雄性 烟 夜 峨 触角 匀 浆 液 经 SDS-PAGE 分 离 , 利用 
Western blot 方法 对 本 实验 制备 的 抗 血清 和 商品 化 的 
anti-Gyus 抗 血清 的 特异 性 进行 检测 。 实 验 结果 表 
HH, anti-Gyus 抗 血清 与 触角 匀 浆 液 只 有 一 条 大 小 约 
为 40 kD 的 免疫 反应 条 带 出 现 ( 图 1), 由 于 烟 夜 蛾 
HassGaq 蛋白 的 预测 分 子 量 为 41.5 kD( Qiao et al.， 
2008), 所 以 免疫 反应 条 带 大 小 与 预期 一 致 。 而 本 实 
验 制备 的 抗 血 清 与 雄性 烟 夜 蛾 触角 匀 浆 液 虽然 有 大 
小 约 为 40 kD 的 免疫 反应 目的 条 带 出 现 ,但 同时 也 
有 非 目 的 条 带 出 现 ( 图 1)。 这 些 实验 结果 说 明 anti- 
Gu 抗 血清 可 特 蜡 性 地 识别 烟 夜 蛾 HassGoq f& H. 
因此 ,利用 anti-Gyu 抗 血清 开展 后 续 的 免疫 组 化 实 
2.2” 烟 夜 蛾 HassGaq 蛋白 在 雄性 触角 内 的 表达 

根据 抗 血清 的 特异 性 检测 结果 , 利用 anti-Gwu。 
抗 血清 对 烟 夜 蛾 HassGaq 蛋白 在 雄性 触角 内 进行 免 
疫 定位 分 析 。 实 验 结果 表明 , 触角 表皮 下 方 的 很 多 
细胞 有 阳性 标记 出 现 , 且 标 记 连 成 一 个 小 带 ( 图 2: 
A-a), 此 外 神经 轴 突 束 上 也 有 标记 (图 2: A-p，B-b)。 
提高 显微镜 放大 倍数 , 发 现 一 些 类 型 的 感 器 也 被 标 
ii: 一 是 毛 形 感 器 (网 2: B-a), 不 仅 在 此 种 感 器 的 
基部 有 标记 ,而 且 在 感 器 腔 中 也 有 标记 ,两 部 位 分 别 
是 神经 元 胞 体 和 树 突 的 位 置 ; 二 是 锥 形 感 器 (图 2: 
B-c), 阳性 标记 出 现 的 位 置 与 毛 形 感 器 相似 。 






























































































































































3 讨论 





由 于 G 蛋白 w“ 亚 基 在 蜡 源 三 聚 体 中 的 重要 作 
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图 1 anti-Gyn 抗 血 清 与 本 研究 制备 的 
抗 血清 的 Western blot 分 析 
Fig. 1 Western blot analysis of anti-G,;,, and 




















the prepared antiserum in this research 

1: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker: 2: 雄性 
触角 匀 浆 上 清 液 的 SDS-PAGE 分 析 ( 相 当 于 3 条 触角 )SDS- 
PAGE of male antennal homogenate C equivalent to 3 antennae): 3: 
雄性 触角 匀 浆 上 清 液 SDS-PAGE 后 利用 anti-Gwns 抗 血清 进行 
Western blot 分 析 Western blot analysis using anti-Gy11a of antennal 
homogenate separated by SDS-PAGE; 4: 雄性 触角 匀 浆 上 清 液 
SDS-PAGE 后 利用 本 研究 制备 的 抗 血 清 进 行 Westem blot 分 析 
Western blot analysis using the prepared antiserum of antennal 
homogenate separated by SDS-PAGE. 













































































用 ,科学 家 们 对 不 同类 型 的 a 亚 基 在 生物 体 不 同 组 
织 和 部 位 的 表达 情况 展开 研究 ,利用 这 一 思路 来 初 
步 判 断 不 同 的 组 织 和 部 位 在 其 功能 行使 时 是 否 有 G 
蛋白 的 参与 ,进而 为 G 蛋白 在 相应 信号 传导 过 程 中 
的 作用 研究 莫 定 基础 。 其 中 G 蛋白 在 触角 中 的 表 
达 研 究 ,可 为 G 蛋白 是 否 参 与 昆虫 嗅觉 信号 传导 提 
供 实验 证 据 。 由 于 触角 嗅觉 功能 的 执行 是 由 分 布 于 
触角 上 的 嗅觉 感 器 来 完成 的 ,因此 ,G 蛋白 在 嗅觉 感 
器 中 的 表达 成 为 一 研究 重点 。 有 关 研 究 结 果 表 明 ， 
FE. px EG AE dz doc. H d DO EL ACA Bombyx mori 
等 多 种 昆虫 G 蛋白 的 aq 亚 基 在 嗅觉 感 器 内 即 嗅觉 
神经 元 树 突 位置 表 达 , 支持 了 Gaq E A A E RIR W 
言 号 传导 过 程 中 发 挥 重要 作用 的 观点 (Laue et al.» 
1997; Jacquin-Joly et al., 2002; Miura et al.» 2005; 
Rützler et al., 2006)。 本 实验 结果 显示 , JL 
HassGoq 蛋白 在 雄性 烟 夜 蛾 触角 的 毛 形 感 器 和 锥 形 
感 器 腔 中 的 神经 元 树 突 位 置 也 有 表达 , 由 于 感 器 壁 
上 和 孔 的 存在 是 嗅觉 感 器 的 特征 ( 雷 宏 等 ,2005), 虽然 
在 光学 显微镜 下 我 们 无 法 观察 清楚 感 器 壁 上 是 否 有 
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图 2 HassGaq 蛋白 在 雄性 烟 夜 蛾 触角 内 的 免疫 定位 


Immunolocalization of HassGaq in antennae of male Helicoverpa assulta 


Fig. 2 


A, B: HassGaq p nce fa d UJ EJ Fr 05 (o E 2E TV. Immunolocalization of HassGaq on longitudinal section; €: 阴性 对 照 Negative control; D: 
谁 性 烟 夜 蛾 触角 打 描 电镜 观察 Scanning electron microscopy of a male antennae . PRN KJE: 切片 A 和 C 为 40pm, 切片 B 为 10 pm, 切片 
D 为 20 pm. Seale bars: 40 pm in plate A and C, 10 pm in plate B, 20 pm in plate D. A-a: 被 标记 的 细胞 Labelled cells; B-a: 毛 形 感 器 
Sensilla trichodea; A-b, B-b: 轴 突 来 Axon bundle; B-e: 锥 形 感 器 Sensilla basiconica . 


孔 ,但 是 不 能 排除 HassGoq 在 烟 夜 蛾 行使 嗅觉 功能 
的 毛 形 和 锥 形 感 占 中 表达 。 纤 合 本 实验 以 及 其 他 相 
关 研 究 结 果 ,我 们 推测 : 昆虫 包括 烟 夜 蛾 的 Gaq E 
基 可 能 参与 了 嗅觉 信号 传导 ; 昆虫 气味 受 体 与 G8 
白 相 偶 联 ,但 其 偶 联 方式 以 及 GC 蛋白 被 激活 后 的 酶 
促 级 联 反应 可 能 与 哺乳 动物 不 同 。 

本 实验 利用 SDS-PAGE 分 离 的 目的 条 带 作 为 抗 
原 免 疫 小 鼠 , 获得 了 HassGad 蛋白 的 抗 血 清 。 
Western blot 分 析 结 果 表 明 , 抗 血清 可 识别 除 HassGaq 
蛋白 外 的 非 目 的 蛋白 ,原因 可 能 是 烟 夜 蛾 HassGaq 
基因 具有 多 种 表达 产物 (转录 本 ) ,或 者 在 烟 夜 蛾 触 
角 中 有 多 种 G 蛋白 a 亚 基 表达 , 且 这 些 亚 基 具有 重 
至 的 氨基 酸 序列 ,也 就 是 说 这 些 表达 产物 或 亚 基 与 
HassGaq 具有 (部 分 ) 相 同 的 抗原 决定 徐 。 这 种 现象 
在 其 他 昆虫 中 也 有 体现 , 果 蝇 的 DGag 基因 通过 不 
同 的 拼接 可 产生 多 个 转录 本 ,到 目前 为 止 , DGag 至 
少 有 6 个 转录 本 被 鉴定 出 来 ,在 冈比亚 按 蚊 中 也 存 
在 类 似 的 情况 , AGaq 也 有 4 个 转录 本 被 鉴定 出 来 


(Lee et al.,1990; Talluri et al .,1995; Ratnaparkhi et 
al .,2002; Rützler et al. 2006) ; JI, 5h , f X Æ fih fü K 
达 的 BmGo 和 BmGq 两 种 a 亚 基 的 氨基 酸 序列 的 一 
致 性 接近 50% ,但 免疫 印迹 结果 显示 这 两 种 亚 基 的 
免疫 反应 条 带 大 小 区 分 明显 (Miura et al.,2005)。 
因此 ,推测 烟 夜 蛾 HassGag 基因 也 有 多 个 转录 本 ,或 
者 在 烟 夜 蛾 触角 中 有 不 同 种 类 且 有 一 定 序列 保守 性 
的 a 亚 基 表达 ,这 些 可 能 是 所 制备 的 抗 血清 不 能 够 
特异 性 地 识别 HassGaq 和 蛋白 的 原因 。 而 商品 化 的 
anti-Cu 抗 血清 , 是 利用 Coq 亚 基 的 一 个 肽 自 
“IMYSHLVDYFPEYDGPQR" 作 为 抗原 免疫 兔子 制备 
的 抗 血 清 , 肽 段 的 选择 可 能 避 开 了 HassGaq 基因 选 
择 性 拼接 产物 所 表达 的 重 琶 氨基 酸 序列 , 且 此 肽 段 
序列 为 HassGaq 亚 基 特异 序列 ,因此 anti-G yria DE IL 
清 可 特异 地 识别 HassGaq 蛋白 。 

此 外 ,基于 本 研究 结果 , 若 能 阻止 雄性 烟 夜 蛾 触 
角 等 嗅觉 器 官 中 HassGaq 的 表达 ,从 而 干扰 雄性 烟 
夜 蛾 对 气味 物质 如 雌性 昆虫 释放 的 性 信息 素 等 的 识 
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别 , 则 可 能 为 害虫 的 控制 提供 新 思路 。 
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